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RESUMEN 
 
La comunidad científica necesita de nuevas tecnologías y métodos que 
permitan profundizar en el entendimiento de los distintos procesos biológicos. 
En esta tesis presentamos nuevos abordajes en microscopía óptica que 
permiten resolver algunas de las limitaciones existentes en este campo. 
Por una parte, presentamos el desarrollo de un nuevo método denominado 
FRET que posibilita medir la interacción entre moléculas utilizando el 
fenómeno de transferencia de energía de la fluorescencia por resonancia, que 
permite resolver muchas de las limitaciones de los métodos existentes, 
haciendo este tipo de estudios más fiables y sensibles  cuando se compara con 
algunos de los métodos más usados. Este nuevo método ha sido validado en 
estudios de interacción entre las moléculas CD44 y MT1-MMP, demostrando su 
utilidad en el campo. 
Aun así, el mayor inconveniente de dicho tipo de ensayos y en general de las 
adquisiciones de imagen complejas es el gran consumo de tiempo y recursos. 
Las  opciones disponibles de automatización son aún muy básicas y poco 
eficientes. Por ejemplo, las técnicas de screening convencional (o adquisición 
aleatoria automatizada) necesitan de muestras homogéneas y con una 
localización estandarizada que muchas veces resulta imposible de conseguir 
en biología, ya sea por la baja frecuencia del evento de estudio como por su 
heterogeneidad.  
En este trabajo presentamos también el desarrollo y validación de una nueva 
técnica de “screening inteligente” denominado iMSRC (Intelligent Matrix 
Screening Remote Control) que posibilita realizar de forma fácil e intuitiva la 
adquisición de imágenes dirigida por análisis de imagen automatizada en 
microscopios de fluorescencia estándar y en microscopios confocales. Esta 
nueva herramienta permite la realización de estudios de microscopía óptica 
basados en la localización de eventos de baja frecuencia en una muestra y 
otros ensayos complejos, que antes eran prácticamente inviables. 
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SUMMARY 
 
The scientific community needs new technologies and methods which may 
allow us to study biological processes in depth. 
In this Ph.D. Thesis we present new approaches in optical microscopy which 
that allow solving some of the current limitations in this field. 
On the one hand, we present here the development of a new method named 
FRET which allows the measurement of molecular interactions by using the 
fluorescence resonance energy transfer phenomenon. This novel method 
overcomes most of the limitations from previously existing methods. The 
measurements with this new method proved to be more reliable and sensitive 
than most common ones based in optical microscopy. 
Furthermore, we have validated this method in the study of the interaction 
between CD44 and MT1MMP. 
The main problem of this kind of assays and of complex image acquisition in 
microscopy in general is that they require long acquisition time and resources. 
The currently available options for automation are still very simple and poorly 
efficient. For example conventional screening approaches (random automated 
acquisition of images) require homogenous samples and the location of the 
events of interest must be predefined. This is often difficult to achieve in most 
common assays characterized by biological heterogeneity or when trying to 
quantify rare events.  
To overcome these limitations we have developed and validated the iMSRC 
(intelligent matrix screening remote control), a new platform for running 
intelligent screenings (automated acquisition driven by image analysis) in a user 
friendly manner, and compatible with conventional and confocal microscopes. 
This new approach allow performing microscopy studies based on the detection 
of low frequency events in a sample and other complex assays that were almost 
impossible before.  
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Prácticamente todo proceso biológico es consecuencia de las relaciones que 
se establecen entre los distintos componentes que forman parte del mismo. A 
nivel celular, el que una serie de moléculas interaccionen entre si de una 
manera u otra, determina procesos de enorme relevancia fisiopatológica, tales 
como la migración, proliferación o muerte celular. 
Como piezas de un reloj, todos estos componentes celulares están finamente 
ajustados y gobiernan complejas rutas de señalización que afectan a su vez a 
otras. El estudio de cómo se organizan entre sí, así como los mecanismos que 
las dirigen, proporciona una información tremendamente valiosa desde el punto 
de vista de la investigación básica y nos ayuda a entender mejor dichos 
procesos, pero también resulta indispensable para la localización de dianas 
terapéuticas que nos permitan corregir mediante su activación o inhibición 
procesos que como resultado de una desregulación desencadenan distintas 
patologías, tales como el desarrollo de tumores.  
1. TÉCNICAS DE DETECCIÓN Y ANALISIS DE INTERACCIONES 
MOLECULARES. 
La investigación de la interacción molecular entre los distintos componentes en 
una respuesta biológica resulta fundamental para comprender su regulación y 
actividad. Desafortunadamente, el conocimiento del conjunto de interacciones 
entre moléculas biológicas (o interactoma celular) es aún incompleto, y dada su 
complejidad requiere un abordaje igualmente complejo. Esto incluye el uso de 
técnicas de detección indirectas de biología molecular, como la co-
inmunoprecipitación (Figura 1) (Lee, Ryu et al. 2013), la presentación de 
fagos (phage display) (Gramatikoff, Georgiev et al. 1994), de genética 
molecular, como el ensayo de doble hibrido (James, Halladay et al. 1996), 
ensayos más recientes como el marcado de proximidad in vivo en los que se 
da la expresión de forma ectópica de una proteína de interés unida ya sea a 
una biotin-ligasa (BioID) (Roux, Kim et al. 2012) o a una enzima con actividad 
peroxidasa (método APEX) (Rhee, Zou et al. 2013). Una vez activada, la 
biotina se conjuga rápidamente y de forma covalente a residuos de Lisinas 
cercanas (en el caso del BioID) o de Tirosinas (en el caso del APEX). Esta 
20 
 
reacción facilita el enriquecimiento de potenciales candidatos a la interacción 
con un ensayo de derribo (pull-down) por Streptavidina para su posterior 
identificación en espectrometría de masas. ((Larance and Lamond 2015)), 
también existen métodos de correlación de perfiles proteicos (PCP - Protein 
correlation profiling). En esta técnica se usan tanto la cromatografía o la 
centrifugación en gradiente de densidad para separar los complejos proteicos 
en su forma nativa de acuerdo con su tamaño, densidad, forma o carga. Los 
extractos celulares se aíslan y fraccionan de forma que posteriormente son 
procesados de forma independiente por cromatografía liquida seguida de 
espectrometría de masas para así identificar las proteínas que los constituyen 
(Kirkwood, Ahmad et al. 2013),(Havugimana, Hart et al. 2012)  o, por otro lado 
métodos de detección in situ basados en la biología celular.  
Cada una de estas opciones tecnológicas presentan ventajas e inconvenientes, 
y normalmente el análisis de una interacción concreta requiere de la 
combinación de varias de ellas. 
Figura 1. Ensayo de co-inmunoprecipitación 
 
 
 
 
 
 
El mayor inconveniente de las técnicas indirectas es el de ser ensayos que se 
realizan fuera del entorno natural de las células. Por ejemplo, en el caso de la 
co-inmunoprecipitación se parte de extractos celulares, en los cuales se 
pueden producir contactos de forma artificial entre moléculas que en el 
contexto de una célula funcional, por el mero hecho de encontrarse en 
orgánulos diferentes, pudieran no ser posibles. Otra posible fuente de error es 
el hecho de que se revele una interacción indirecta, es decir, que no sea con la 
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proteína directamente ligada a la de estudio, sino con una tercera que esté 
unida a ambas formando un complejo, llevando a conclusiones equivocadas. 
A su vez, uno de los mayores inconvenientes para el estudio de dichas 
interacciones es el hecho en sí de que son dependientes de las circunstancias 
espacio-temporales, esto es, se producen en sitios determinados de la célula y 
en momentos muy concretos. Este hecho suele hacer difícil su detección, dado 
que, dependiendo del caso concreto, puede ocurrir que solo un pequeño 
porcentaje del total de las moléculas implicadas estén interaccionando en un 
momento determinado, de forma que su detección es si cabe aún más 
compleja.  
Es por todo lo mencionado anteriormente, que se hace vital el empleo de 
métodos directos de detección de dichas interacciones que puedan validar o 
complementar los ensayos realizados por métodos indirectos. 
2. DETECCIÓN DE INTERACCIONES IN SITU BASADAS EN IMAGEN 
Un paso fundamental en la investigación de la interacción entre dos 
biomoléculas sería demostrar que comparten ubicación al menos en ciertas 
regiones de la célula. Esto se puede demostrar mediante técnicas de 
microscopía óptica e inmuno-marcaje, o acoplamiento de las moléculas de 
interés a proteínas fluorescentes utilizando técnicas de biología molecular. Así, 
mediante el uso de se puede saber si las proteínas reveladas por dichos 
anticuerpos o por sus proteínas fluorescentes acopladas comparten ubicación o 
no en el contexto celular. Si bien este primer acercamiento nos puede dar una 
idea aproximada de que esa interacción puede ser posible, al ver coincidencia 
o no de dichos marcajes, el principal problema de este abordaje es la limitación 
en términos de resolución que sufre la microscopía óptica. 
2.1 Limitaciones de la luz para el estudio de interacciones moleculares 
El límite de resolución, o dicho de otra manera, la distancia mínima a la que 
aún es posible resolver dos objetos muy cercanos entre sí, está limitado por la 
difracción de la luz. La difracción entendida como una perturbación en la 
propagación de una onda, y según el principio de Huygens (Huygens 1690), se 
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genera por ejemplo cuando una onda impacta en un objeto o pasa por una 
ranura con un tamaño similar a su longitud de onda. De igual forma, cuando la 
luz pasa por la apertura circular de las lentes del microscopio se produce un 
efecto de difracción, haciendo que la luz no se enfoque en un punto 
determinado, sino que produzca una imagen en forma de anillos, denominados 
discos de Airy (Figura 2).  
Figura 2. Creación de los discos de Airy.  
 
 
 
 
 
De esta forma, la resolución máxima en un microscopio óptico viene 
determinada por la apertura angular de las lentes del sistema. La apertura 
numérica viene derivada de la angular, y básicamente describe el rango de 
posibles ángulos en los que un sistema puede aceptar o emitir luz. La 
resolución óptica se puede calcular siguiendo la fórmula descrita por Ernst 
Abbe en 1873 (Abbe 1873) (teniendo en cuenta que la 
apertura numérica (N.A.) es :                        ). 
Por tanto, la resolución está afectada por la longitud de onda de la luz, y por la 
apertura numérica del objetivo, que a su vez varía por el índice de refracción 
() del medio en el que se propaga dicha luz. 
En la práctica, la apertura numérica máxima de un objetivo de inmersión en 
aceite está alrededor de 1,45, y la longitud de onda más corta visible se 
encuentra en torno a los 400 nanómetros (nm.), de forma que obtenemos una 
resolución máxima para un microscopio óptico de unos 250 nm.  
Esto implica que, cuando observamos una muestra marcada en un microscopio 
óptico, si dos objetos están a una distancia entre sí inferior a ese límite de 
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resolución, y por tanto si sus discos de Airy no están suficientemente 
separados, estos objetos serán percibidos como un solo objeto en vez de dos 
(Figura 3). 
Figura 3. Resolución de dos objetos 
 
 
 
 
 
 
 
Las implicaciones de este hecho en el estudio de las interacciones moleculares 
son obvias si consideramos que cuando observamos dos posibles candidatos a 
interaccionar y los vemos juntos en la imagen, nos será totalmente imposible 
saber si están a menos de 250 nm. de distancia. Entendiendo que 
normalmente las interacciones moleculares se producen a una distancia inferior 
a los 10 nm, resulta que de una imagen de microscopía óptica en la que dos 
objetos co-localizan no se puede deducir inequívocamente que estos 
interaccionen entre sí, y solo se puede considerar como un indicio de que dicha 
interacción es posible dentro del contexto sub-celular (Figura 4). 
Figura 4. Escala de medidas 
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Recientemente han aparecido nuevas tecnologías que consiguen superar la 
barrera de la difracción de la luz. Dichas tecnologías se engloban dentro de las 
técnicas de súper-resolución tales como; el STED (stimulated emission 
depletion), el STORM (stochastic optical reconstruction microscopy) o el SSIM 
(saturated structured illumination microscopy) (Huang, Bates et al. 2009). Dichas 
técnicas nos permiten alcanzar una resolución en la microscopía óptica antes 
solo posible mediante la microscopía electrónica. La importancia de este cambio 
es capital en la forma de entender la microscopía, y ha sido reconocida con el 
premio Nobel de Química de 2014 a sus creadores Eric Betzig, Stefan W. Hell y 
William E. Moerner. Estos métodos no evitan la difracción de la luz, sino que 
básicamente consiguen eludir las limitaciones que derivan de ella, al recoger la 
luz de forma que consiguen que los fotones provenientes de la fluorescencia de 
la muestra no lleguen todos a la vez al detector, sino de forma que se pueda 
distinguir su punto de origen y así evitar el efecto de distorsión de la imagen 
provocado por la difracción de la luz. 
Estos equipos a nivel comercial consiguen resoluciones por debajo de los 50 nm. 
según el método empleado, y en caso de equipos experimentales se consiguen 
resoluciones cercanas a los 10 nm. Sin embargo, en ensayos de co-localización 
también revelan aspectos que hasta ahora no eran relevantes, tales como el 
índice de marcaje de una proteína, es decir, qué porción de la proteína que 
estamos observando está marcada. Considerando que la mayor parte de los 
marcajes se realizan mediante el uso de anticuerpos y que estos reconocen 
regiones especificas de las proteínas, cabe la posibilidad de que dos moléculas 
unidas no co-localicen al ser observadas por súper-resolución. En cualquier caso  
sí que permiten medir la distancia entre ellas con mayor precisión, y realizar 
estudios mucho más fiables y detallados sobre las posibles asociaciones entre 
moléculas, que los obtenidos mediante las técnicas de co-localización llevadas a 
cabo con microscopios ópticos convencionales.  
El equipamiento necesario para llevar a cabo las técnicas de súper-resolución 
es difícil que esté disponible en la mayoría de los laboratorios que realizan 
estudios de biología celular. Esto hace que la mayoría de estudios de 
interacciones moleculares estén sujetos a las limitaciones inherentes al empleo 
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de la luz en la microscopía lo que obliga al desarrollo de otros abordajes que, a 
pesar de estar sujetos a los límites de resolución de microscopía óptica 
convencional, permitan visualizar la interacción entre moléculas in situ. Con 
este propósito se han desarrollado diversos abordajes.  
Uno de ellos es el método denominado P-Lisa  (Soderberg, Gullberg et al. 
2006) en el cual se emplean oligonucleótidos unidos a anticuerpos que 
reconocen las dos proteínas objeto de estudio. Si dichas sondas se acercan a 
distancia de interacción, entonces gracias a la incorporación en la reacción de 
un oligonucleótido conector se forma una estructura circular que puede ser 
amplificada usando una de las sondas como iniciador o primer. El producto de 
esa amplificación, denominada RCA (rolling circle amplification) es detectado 
con oligonucleótidos marcados con fluorescencia, complementarios a una 
región específica del producto de la amplificación (Figura 5). 
Figura 5. Experimento de interacción por P-Lisa 
El mayor inconveniente de este método es que solo es visible el resultado de la 
amplificación, y no las sondas marcadas con oligonucleótidos, lo cual hace 
compleja su interpretación y el descartar los posibles falsos positivos.  
Otro método para la observación de interacciones en microscopía es mediante 
el uso de fragmentos complementarios de proteínas fluorescentes  denominado 
complementación bi-molecular fluorescente (Bimolecular fluorescence 
complementation o BiFC) (Kerppola 2006),  (Magliery, Wilson et al. 2005) 
,(Kerppola 2006). En este caso se unen dichos fragmentos a las proteínas que 
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se quieren analizar. Si la interacción se produce, los fragmentos de proteína 
fluorescente se re-asocian generando una proteína fluorescente funcional la 
cual emitirá la señal de fluorescencia detectable por microscopía. Las 
limitaciones de este sistema estriban en que una vez se ha producido, la 
asociación de ambos fragmentos es estable, por lo que no permite observar 
interacciones en tiempo real, y al retener a las proteínas unidas puede interferir 
en la dinámica de las mismas (Figura 6). 
Figura 6. Experimento de interacción por BiFC 
 
 
 
 
 
 
 
 
Otra alternativa, y por otro lado la más utilizada, aprovecha los cambios físicos 
y la transferencia de energía que se producen entre dos moléculas 
fluorescentes compatibles cuando se encuentran a una distancia menor a 10 
nm. resolviendo la interacción entre moléculas. Esta metodología es el sujeto 
de estudio en este trabajo de tesis. 
3. LA TRANSFERENCIA DE ENERGÍA DE LA FLUORESCENCIA POR 
RESONANCIA, EL FENÓMENO DEL FRET. 
Una de las formas más comunes para el marcaje de macromoléculas y 
estructuras celulares en biología es el empleo de agentes fluorescentes, 
moléculas capaces de absorber fotones de luz que producen una transición 
energética en sus electrones, los cuales se desplazan a orbitales más 
energéticos. La molécula cargada de energía resulta inestable, y es la vuelta de 
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los electrones a su estado basal la que provoca la liberación de un fotón de luz, 
como se representa por medio del diagrama de Jablonski (Figura 7). 
Figura 7.  Diagrama de Jablonski simplificado 
 
 
 
 
 
 
 
 
Durante este proceso se produce una cierta pérdida de energía, que se traduce 
en que la longitud de onda (ex) de excitación de la molécula sea siempre 
menor (más energética) que la de emisión (em). Las longitudes de onda que 
provocan estas transiciones son características de cada molécula fluorescente 
(fluoróforos) y según la probabilidad con la que ocurren, conforman el espectro 
de excitación y de emisión de la misma. 
En 1948 Theodor Föster (Förster 1948) describió cómo dos fluoróforos eran 
capaces, cuando se encontraban suficientemente cerca (menos de 10 nm.), y 
siempre y cuando cumplieran ciertos criterios de compatibilidad, de transferir 
energía entre ellos provocando que dicha energía de excitación puediera ser 
transferida desde una molécula a otra lo suficientemente cercana.  
Este principio ha servido de base para el desarrollo de la tecnología denominada 
FRET (fluorescence resonance energy transfer) o transferencia de energía de la 
fluorescencia por resonancia, proceso mediante el cual un fluoróforo excitado 
(donador) transfiere su energía a otra molécula fluorescente próxima con 
capacidad para absorberla (aceptor) (Figura 8). 
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Figura 8 Diagrama de transferencia de energía por FRET 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para que se produzca el fenómeno FRET se requiere que se den una serie de 
circunstancias; 
1. La más importante para su aplicación en el estudio de las interacciones,  es 
que este fenómeno es dependiente de la proximidad de ambas moléculas, 
cuya distancia debe ser inferior a 10 nm. La relación entre la distancia y la 
eficiencia en la transferencia de energía, que mide la fracción de fotones 
absorbidos por el donador y que son transferidos al aceptor, viene 
determinada por la ecuación donde,  E es la 
eficiencia de la transferencia de energía y R0 la distancia en que dicha 
eficiencia es del 50%.  
Como se puede observar, la eficiencia depende de forma extrema de la 
distancia r, por tanto pequeñas variaciones en la distancia afectan mucho a la 
medida de eficiencia, lo cual hace del FRET un método muy sensible en la 
medida de dichas distancias (Figura 9).  
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Figura 9 Requisitos para la transferencia de energía por FRET 
 
Dicho requerimiento para que se produzca FRET hace que esta técnica sea 
considerada única para analizar de forma cuantitativa las interacciones 
moleculares con resolución espacial y temporal (Förster 1948),  (Jares-Erijman 
and Jovin 2006). El análisis del proceso FRET mediante la captura de imágenes 
de microscopía permite determinar la localización de las interacciones 
moleculares en el espacio (localización sub-celular o tisular) con resolución 
temporal, tanto para observar la formación como la interrupción de complejos 
moleculares (Wouters, Verveer et al. 2001), (Zhang, Campbell et al. 2002). 
2. Otro requerimiento importante para que se produzca FRET se basa en la 
compatibilidad de las características espectrales de los fluorocromos 
utilizados. Esto es que las moléculas fluorescentes implicadas tengan 
espectros de excitación/emisión, esto es que el espectro de emisión de la 
molécula donadora debe solapar lo más posible con el de excitación del 
aceptor con el fin de que se produzca la transferencia de energía (Figura 9).  
Los ensayos de FRET se basan por tanto generalmente en la presencia de dos 
especies fluorescentes; el donador y el aceptor. Cuando se excita el donador, en 
caso de que no haya transferencia de energía, este emitirá fluorescencia con su 
longitud de onda () característica de emisión. Sin embargo, en presencia del 
aceptor, cuando ocurre el FRET, la energía emitida por el donador en estado 
excitado pasa a ser transferida al aceptor, el cual comienza a emitir con su  
característica. De esta manera, fruto de este proceso de FRET se producen 
varios cambios en los fluoróforos: la intensidad de la emisión de la fluorescencia 
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del donador disminuye, aparece una la emisión de la fluorescencia nueva 
correspondiente a las longitudes de onda características del espectro de emisión 
del aceptor, y la vida media del donador excitado se reduce. 
La complejidad en el uso de esta tecnología genera con frecuencia artefactos y 
errores en la medida cuya corrección es crucial para su correcta interpretación. 
En esta Introducción hacemos un repaso de las herramientas existentes para el 
estudio de las interacciones moleculares por FRET. Finalmente como proyecto 
de Tesis Doctoral aportar un nuevo método de análisis y medida de este 
fenómeno. Así mismo se presentan ejemplos prácticos que demuestran que la 
tecnología desarrollada brinda a la comunidad científica nuevas herramientas 
para poder llevar a cabo  ventajas significativas frente a otros métodos 
establecidos para el estudio de interacciones moleculares basados en 
microscopía óptica.  
4. METODOS DE OBSERVACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL FRET EN 
MICROSCOPÍA 
Los diversos métodos existentes para medir el fenómeno de FRET se basan en 
la cuantificación de los cambios en la detección de la emisión de fluorescencia 
descritos en la sección anterior, y requieren diversos sistemas instrumentales; 
pudiendo utilizarse tanto microscopios de fluorescencia tradicionales como 
microscopios confocales por láser, o sistemas más costosos y altamente 
especializados, que son capaces de medir el tiempo en que la molécula se 
encuentra en estado excitado antes de emitir el fotón, o vida media de la 
fluorescencia (FLIM).  
Entre los métodos de microscopía basados en la medida de las variaciones en 
intensidad de la fluorescencia se  incluyen los siguientes: 
4.1 Foto-blanqueado del aceptor 
Es posiblemente, y debido a su simplicidad, el método más comúnmente usado 
para analizar el FRET en células fijadas. 
En dicho método se realiza una primera captura de los marcajes de estudio y 
posteriormente se realiza un foto-blanqueado del aceptor mediante la irradiación 
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por láser con la longitud de onda especifica de excitación del aceptor de un área 
concreta de la célula donde se quiere interrogar si existe o no interacción. De 
producirse dicha interacción, la molécula donadora, ahora libre del aceptor 
previamente blanqueado, es capaz de recuperar su emisión original y por tanto 
de la diferencia entre la intensidad en las imágenes previas y posteriores al foto-
blanqueado se puede inferir no solo si hay interacción o no sino también la si 
dicha interacción es más o menos estrecha (Figura 10) 
Figura 10. Método de foto-blanqueado del aceptor 
 
Mediante este método se puede demostrar no solo la interacción entre dos 
proteínas, sino también su localización sub-celular. Un buen ejemplo es el 
trabajo dedicado al estudio de la interacción entre Podoplanina y Ezrina (Martin-
Villar, Megias et al. 2006), donde se llega incluso a identificar los residuos 
esenciales para la interacción de entre dichas proteínas.  
El mayor inconveniente de este método es que es destructivo (dado que utiliza 
altas dosis de radiación para el blanqueado) y además requiere de una perfecta 
estabilidad entre la imagen previa y posterior al foto-blanqueado para su 
comparación. Por lo tanto no es una técnica aplicable a los estudios en células 
vivas. Además se han reportado efectos de foto-conversión de algunas 
moléculas fluorescentes, fruto del paso de irradiación, que podrían afectar a su 
medida (Kirber, Chen et al. 2007). 
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4.2 Emisión sensibilizada 
Se utiliza habitualmente para estudiar el FRET intra-molecular sobre células 
vivas, ya sea en microscopios convencionales o en microscopios confocales. 
En este método se capturan una serie de tres imágenes;1) La emisión dl 
donador excitado con su longitud de onda específica, 2) La emisión del aceptor 
excitada por la misma longitud de onda del donador, y 3) La emisión del aceptor 
excitada por su longitud de onda especifica. De esta forma, en la primera imagen 
obtenemos la intensidad del donador que viene disminuida por la interacción con 
el aceptor y en la tercera la imagen de aceptor sin estar alterado por el 
fenómeno del FRET, siendo en la segunda en la que podremos ver la emisión 
del aceptor sensibilizada por el donador, es decir proveniente de FRET. Por 
tanto. 
En una situación ideal simplemente esa imagen nos daría idea de la eficiencia 
en la transferencia de energía, el problema radica en que esa imagen del 
aceptor está contaminada por dos aportes extras de señal. Por un lado la 
necesaria compatibilidad de espectros implica mucha cercanía entre la 
excitación del donador y la absorción del aceptor, lo cual genera que a la 
emisión del aceptor producida por la transferencia de energía haya que sumarle 
la producida por la excitación del donador. A esta contaminación se la denomina 
excitación cruzada.  
A este problema, y derivado de la misma situación de cercanía de los espectros, 
hay que añadirle la proporción de señal del donador que puede llegar al canal de 
adquisición del aceptor, y que también debe sustraerse de la segunda imagen. 
Para realizar esas correcciones se emplean dos muestras separadas control en 
las que solo se marcan el donador o el aceptor por separado. En dichas 
muestras, y con la misma configuración de adquisición que se va a aplicar a la 
muestra problema, se miden los efectos de excitación cruzada, es decir la 
proporción de aceptor excitada por la longitud de onda del donador, y el cruce de 
emisión del donador sobre el área de detección del aceptor. Así se encuentran 
los índices de cruce de señal que deberán aplicarse sobre la adquisición de la 
muestra problema (Figura 11). 
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Figura 11 Método de emisión sensibilizada del aceptor 
 
El cálculo de la eficiencia de la transferencia de energía se realiza aplicando la 
siguiente fórmula en cada píxel de la imagen, dando como resultado una imagen 
de eficiencia de FRET corregida. 
 
 
 
Donde, 
EA(i) =Eficiencia de FRET. 
FDA(i)=Emisión sensibilizada (FRET). 
FD(i)  =Emisión del donador con su excitación 
propia. 
FA(i)  = Emisión del aceptor con su  
excitación propia. 
RD    = Ratio de intensidad de la emisión del 
donador en los canales de captura del 
aceptor y donador (índice del cruce de canal) 
en muestra control donador.  
RE    = Ratio de intensidad de la emisión del 
aceptor al ser excitado por las longitudes de 
onda específicas de donador y de aceptor 
secuencialmente (índice de excitación 
cruzada) en muestra control aceptor. 
 
Sin embargo, este método tiene también ciertas limitaciones intrínsecas; en 
concreto, la emisión sensibilizada sufre de una gran variabilidad en las medidas 
dada su fuerte dependencia de los controles externos a la muestra y a los 
cambios de expresión de las distintas proteínas que se producen a lo largo de la 
vida de la célula. Diversos autores han tratado de corregir estos cambios en la 
estequiometría entre donador y aceptor (Xia and Liu 2001), (van Rheenen, 
Langeslag et al. 2004), pero estas correcciones añaden complejidad al cálculo y 
no evitan un cierto grado de incertidumbre en la medida.  
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Una variante de este método es el estudio ratiométrico de las intensidades, en 
el cual simplemente se miden las variaciones de señal que se producen en una 
población doblemente marcada, excitada por la longitud de onda del donador. 
De esta manera se registran los cambios que se producen en la emisión del 
donador y del aceptor debidos a su interacción, esto es, cuando se produce la 
interacción el primero disminuirá la señal y el segundo la aumentará, y viceversa. 
Haciendo una división entre ambas imágenes obtendremos una nueva imagen 
resultante cuyos píxeles representan cuándo y dónde se produce dicha 
interacción. Este método obvia las contaminaciones de excitación cruzada y 
cruce de canal por considerarse porcentualmente fijas, de forma que solo es 
posible cuando la estequiometría de ambas moléculas es fija. El único ejemplo 
de esta situación sería el del empleo de biosensores (Aoki, Komatsu et al. 2011), 
(Kardash, Bandemer et al. 2011) basados en una misma secuencia de 
nucleótidos que codifican para ambos fluoróforos donador y aceptor dando lugar 
a una única molécula que incluye ambos fluoróforos, generalmente dichos 
fluoróforos están separados o bien incluyen en sus extremos secuencias 
específicas reactivas a los cambios de actividad en las células. Mediante el uso 
de biosensores e imagen ratiométrica se pueden estudiar por ejemplo eventos 
de proteólisis, ondas de calcio, cambios de fosforilación y niveles de glucosa 
(Zhang, Campbell et al. 2002) (Figura 12). 
Figura 12. Tipos de biosensores 
 
4.3 Método por FLIM 
El último método bien establecido para la observación del fenómeno de FRET 
implica la medida de la vida media del donador o FLIM (fluorescence life-time 
imaging), la cual disminuye cuando se produce la transferencia de energía. 
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Gracias al empleo de un láser pulsante y de una dotación de hardware 
específica que sincroniza el pulso de excitación con la detección de la 
fluorescencia, se puede calcular dicha vida media en una imagen y por tanto ver 
en que regiones es menor, proporcionando un registro de los puntos de 
interacción. Como ejemplo, este método ha sido utilizado  para el estudio de la 
interacción entre la proteína Podoplanina y CD44 (Martin-Villar, Fernandez-
Munoz et al.) y Sección de Apéndice. El mayor problema de este abordaje es la 
disponibilidad del equipamiento adecuado, así como la interpretación de los 
resultados, que puede requerir personal muy especializado debido a su elevada 
complejidad. 
En base a todas estas dificultades, se puede decir que aún carecemos de un 
método definitivo en microscopía que utilice un procedimiento de corrección para 
el análisis cuantitativo de FRET que sea simple, robusto y aplicable a células 
vivas, utilizando sistemas convencionales de microscopía. 
Estas son las razones por las que nos propusimos como objetivo de esta Tesis el 
desarrollar un método de análisis del FRET que solventara estos problemas y 
que fuera lo suficientemente sensible como para detectar las interacciones 
fisiológicas, con frecuencia débiles, que son típicas de los estudios de biología 
celular tanto en células vivas como fijadas.  
4.4 Estudio de las interacciones moleculares por microscopia espectral. 
En microscopía óptica la obtención del espectro de emisión de una muestra se 
produce gracias a la adquisición de imágenes de fluorescencia a diferentes 
longitudes de onda, el análisis posterior de todas esas imágenes será el que nos 
genere ese espectro. 
Esta herramienta de adquisición espectral actualmente se encuentra 
implementada en la mayoría de los microscopios confocales por láser 
disponibles (Lerner and Zucker 2004), (Zimmermann, Rietdorf et al. 2003) y nos 
proporciona una capacidad única para analizar cambios de la intensidad de los 
fluoróforos, tales como los que ocurren en ensayos de FRET con el donador y el 
aceptor. En trabajos anteriores se han realizado diferentes acercamientos a la 
cuantificación del FRET por imagen espectral, basados en algoritmos de 
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separación de los fluoróforos. Estos métodos ((Zimmermann, Rietdorf et al. 
2002)  ,(Raicu, Jansma et al. 2005)  ,(Chen, Mauldin et al. 2007),) usan el tiempo 
de vida media del fluoróforo (Raicu, Jansma et al. 2005) ,  (Neher and Neher 
2004) o medidas del foto-blanqueado del aceptor en el procedimiento de 
calibración (Gu, Di et al. 2004),  (Raicu, Jansma et al. 2005),  (Zimmermann, 
Rietdorf et al. 2002) o se basan en las correcciones adicionales normalizadas de 
intensidad (Chen, Mauldin et al. 2007). También se han desarrollado otros 
interesantes métodos basados en la separación espectral con microscopía 
multifotón (Wallrabe and Periasamy 2005) o en sistemas de espectrofluorimetría 
(Thaler, Koushik et al. 2005),  (Wlodarczyk, Woehler et al. 2008). Sin embargo, 
ningún método descrito hasta ahora puede medir  FRET basándose solamente 
en la proyección de imagen espectral por microscopía confocal convencional.  
En este trabajo de tesis, desarrollamos un nuevo método para el análisis del 
FRET basado enteramente en la adquisición espectral de la imagen por 
microscopía confocal por láser, al que denominamos como “lambda FRET”  
(FRET) (Megias, Marrero et al. 2009) y a su vez evaluamos su funcionamiento 
por medio de muestras estándar de FRET, demostrando que este método resulta 
más sensible y reproducible que otros métodos más comunes como el foto-
blanqueado del aceptor y la emisión sensibilizada.  
5. ADQUISICIÓN AUTOMATIZADA DE IMAGEN 
Uno de los mayores problemas en todos los ensayos basados en FRET 
descritos hasta la fecha radica en la limitada reproducibilidad y la alta 
dependencia de las condiciones de expresión o marcaje de los agentes 
fluorescentes. Todo ello hace que estos experimentos sean complejos y 
laboriosos, a la vez que costosos, y su fiabilidad depende en gran medida de la 
disponibilidad de repetidas capturas del mismo par de FRET bajo estudio, lo cual 
puede no ser siempre fácil cuando se trata de eventos poco frecuentes en la 
muestra analizada. Una posible solución a este problema es la adquisición 
automatizada de las muestras marcadas. 
Para hacer este tipo de captura hay dos posibles abordajes. Por un lado estaría 
la adquisición de forma aleatoria de las mismas, o screening convencional. Este 
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tipo de captura se realiza de forma que no existe ninguna preselección de las 
áreas de adquisición, dándonos como resultado una ingente cantidad de 
imágenes  que posteriormente deben ser analizadas y cuantificadas. Esta forma 
de adquisición es muy adecuada cuando las muestras resultan homogéneas en 
composición, o cuando la región de interés es abundante en la misma. Su mayor 
inconveniente estriba en ser muy poco eficiente, ya que requiere que por azar se 
adquieran las células adecuadas para el ensayo, con un posterior filtrado de 
todas aquellas que no sean válidas para el mismo. Este proceso es lento, y en 
caso de que las células adecuadas sean escasas en la muestra, no suele ser 
eficiente.  
5.1 Adquisición automatizada dirigida por análisis de imagen 
La alternativa a la adquisición automatizada de imágenes (screening) 
convencional que desarrollamos como parte del trabajo de la presente tesis se 
basa en la generación una herramienta de adquisición automatizada dirigida de 
forma inteligente mediante análisis de imagen, la cual nos permite  la captura de 
forma selectiva exclusivamente de las regiones de interés, con el fin de alcanzar 
un mayor rendimiento de los equipos de microscopía y un ahorro considerable 
de tiempo, y esfuerzo evitando la necesidad de contar con una estructura tan 
compleja en cuanto a almacenamiento y procesado posterior de las imágenes 
que se requeriría en modo convencional de adquisición automatizada. En ese 
sentido se han desarrollado otras soluciones plataformas de adquisición 
automatizada dirigida o “Screening inteligente” que permiten lanzar capturas 
complejas de forma automática sobre regiones de interés de la muestra. 
(Conrad, Wunsche et al. 2011), (de Chaumont, Dallongeville et al. 2012), 
(Henriksson, Hench et al. 2013) En este tipo de captura la elección de las 
regiones de adquisición dentro de una muestra queda en manos de un proceso 
de automático de análisis de imagen,  y se resume en tres pasos (Figura 13): 
1. Se realiza una captura rápida de la muestra en la que se obtienen 
imágenes con la información mínima requerida para la identificación de 
las regiones o células de interés. 
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2. Estas imágenes son automáticamente analizadas mediante un software 
específico, identificando las regiones candidatas para su adquisición a 
mayor resolución. 
3. De forma completamente automática el microscopio se reconfigura en 
todos los parámetros necesarios para una adquisición compleja de 
imágenes, y recorre todas las regiones o células localizadas en el 
segundo paso. 
 Figura 13 Proceso de adquisición automatizada inteligente de imágenes 
 
En concreto, este tipo de abordaje podrá ayudar en el ensayo de FRET a realizar 
de forma automatizada el número de medidas necesarias para lograr una 
cuantificación robusta, y solo adquirirá imágenes de las células que reúnan la 
relación adecuada en la expresión de los marcadores y con una morfología o 
fenotipo adecuada, con el consiguiente ahorro en tiempo y recursos, 
posibilitando ensayos en microscopía que antes eran imposibles debido a su 
elevada complejidad.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. OBJETIVOS 
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El Objetivo de esta Tesis Doctoral es el de desarrollar nuevas herramientas en 
microscopía óptica de interés para la comunidad científica que permitan 
optimizar la realización de experimentos que implican la detección de 
interacciones entre macromoléculas y su co-localización en la célula. Con este 
propósito, se plantean los siguientes objetivos específicos: 
1. Desarrollar una nueva metodología para analizar las interacciones 
moleculares cuantificando la transferencia de energía por resonancia 
(FRET) de una forma más robusta e informativa, basada en la medida de la 
fluorescencia a lo largo de todo el espectro de emisión de la muestra. Dicho 
método deberá ser de aplicación tanto en células fijadas como en células 
vivas, y con una menor dependencia de la estequiometría entre las 
moléculas donadora y aceptora que otros métodos convencionales. 
 
2. Validación del método utilizando ejemplos de interacción real. El nuevo 
método debe ser sensible a diferentes distancias de interacción, aportando 
ventajas en cuanto a los métodos establecidos. Se incluirá el desarrollo de 
construcciones genéticas caracterizadas para distintas eficiencias de 
transferencia de energía que permitirán la comparación entre diferentes 
métodos de medida, adicionalmente se presentarán ejemplos prácticos de 
uso de otras aproximaciones al estudio de FRET para su comparación. 
 
3. Con el fin de poder automatizar procesos complejos de captura como son 
los requeridos para los ensayos de FRET, pero con aplicación en otras 
áreas de estudio, se investigará el desarrollo de nuevas plataformas de 
adquisición automatizada de imagen basadas en el concepto del “Screening 
inteligente”. Este nuevo entorno de trabajo deberá ser fácil en uso e 
instalación y compatible con microscopía de fluorescencia y confocal, y ser 
de utilidad tanto para muestras en tejido como para cultivos celulares como 
para muestras fijadas y vivas. Se aportarán ejemplos prácticos que 
demuestren la utilidad de esta nueva herramienta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. MATERIALES, MÉTODOS Y RESULTADOS 
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4.1 SORTING NEXIN 6 INTERACTS WITH BREAST CANCER METASTASIS 
SUPPRESSOR-1 AND PROMOTES TRANSCRIPTIONAL REPRESSION 
José Rivera, Diego Megías, Jerónimo Bravo 
 
Este es un ejemplo de un trabajo en el que se muestra cómo se pueden 
combinar distintos métodos de análisis para el estudio de la interacción entre 
proteínas, en este caso Sorting Nexin 6 (SNX6) y Breast Cancer Metastasis 
Supressor 1 (BRMS). Por un lado se han utilizado métodos indirectos in vitro, 
mediante ensayos de doble híbrido en levaduras, estos estudios han sido 
validados y localizados en células tumorales utilizando métodos directos de 
estudio de interacción basados en FRET en concreto empleando la técnica de 
foto-blanqueado del aceptor.  
De esta forma se reporta en este trabajo una interacción, previamente 
desconocida, entre dichas proteínas así como su ubicación en núcleo y 
citoplasma, y cómo determinados dominios de SNX6 no son fundamentales 
para la interacción en el citosol. Adicionalmente, se estudiaron los dominios 
mínimos de la proteína BRMS necesarios para su interacción con SNX6, y 
cómo la sobre-expresión de SNX6 es capaz de disminuir de forma dosis-
dependiente la activación de la transcripción, en la que BRMS juega un papel 
clave. Estos hallazgos proponen un posible papel de la interacción entre SNX6 
y BRMS en la interferencia de la actividad en el núcleo de esta última.	
En este trabajo he participado de forma activa en la planificación y diseño de 
los experimentos que requerían el uso del microscopio óptico, en concreto los 
ensayos de co-localización y FRET por foto-blanqueado del aceptor, incluyendo 
la adquisición, análisis de imagen, cuantificación, interpretación y presentación 
de los datos. 
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4.2 NOVEL LAMBDA FRET SPECTRAL CONFOCAL MICROSCOPY 
IMAGING METHOD 
Diego Megías, Raquel Marrero, Borja Martínez del Peso, María Ángel García, José-Javier 
Bravo-Cordero, Aránzazu García-Grande, Andrés Santos, and María C. Montoya 
En este trabajo describimos un nuevo método, robusto, especifico y sensible 
aplicable al análisis de la transferencia de energía de la fluorescencia por 
resonancia (FRET) a partir de imágenes adquiridas en un microscopio confocal 
espectral láser. El proceso que engloba este método que llamamos lambda 
FRET  (FRET) analiza las imágenes de la muestra adquiridas a distintas 
longitudes de onda de forma que podemos estudiar su espectro de emisión, el 
cual posteriormente descomponemos en sus componentes de Donador y 
Aceptor de energía para calcular la eficiencia de FRET para cada píxel. 
 
El método utiliza un novedoso procedimiento de pre-calibración para la 
corrección  de las imágenes espectrales basado en la adquisición de imágenes 
de reflexión y de espectros referencia, el cual simplifica su aplicación y reduce 
la variabilidad. FRET ha sido validado usando patrones de FRET 
estructuralmente caracterizados y específicamente diseñados para este 
propósito, con distancias y estequiometrias variables entre los fluoróforos.  
 
El  FRET obtiene mejores resultados, en términos de especificidad, 
reproducibilidad, y sensibilidad a variaciones en distancia, que otros métodos 
bien establecidos, tales como el foto-blanqueado del aceptor y la emisión 
sensibilizada. Por otra parte, el análisis de  FRET no se ve afectado por 
fluorocromos con gran solapamiento espectral ni por la auto fluorescencia 
celular, mientras que los métodos mencionados anteriormente, resultan muy 
dependientes de dichos factores.  
 
El método de  FRET ha demostrado ser aplicable tanto en muestras fijadas 
como en estudios de microscopía de célula viva. 
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 En este trabajo he participado de forma fundamental en la planificación y 
diseño del método, incluyendo la generación por genética molecular de 
estándares de eficiencia de FRET fija, la preparación de muestras, su 
adquisición, el análisis de imagen e interpretación, además de en la creación 
de una aplicación informática que posibilita la realización los cálculos 
necesarios para el análisis. 
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4.3 POLARIZED MT1-MMP-CD44 INTERACTION AND CD44 CLEAVAGE 
DURING CELL RETRACTION REVEAL AN ESSENTIAL ROLE FOR MT1-
MMP IN CD44-MEDIATED INVASION 
Raquel Marrero-Diaz, José J. Bravo-Cordero, Diego Megías, María A. García, Rubén A. 
Bartolomé, Joaquin Teixido, and María C. Montoya 
 
En este trabajo se hace uso de herramientas avanzadas de microscopía óptica 
aplicadas al estudio de la relación entre la molécula de adhesión CD44 y la 
metaloproteinasa MT1-MMP, y como se coordinan en células tumorales 
promoviendo la invasión celular en matrices tridimensionales de colágeno. 
En concreto gracias al empleo del método FRET, se revela la interacción 
preferencial entre ambas proteínas en la zona posterior de las células en 
migración, tanto en muestras fijadas como en células vivas, siendo esta una 
prueba de concepto de la aplicabilidad del método. 
A su vez  se presenta un novedoso biosensor fluorescente de CD44 en el que 
se puede seguir como esta molécula trans-membrana es procesada por su 
porción extracelular de forma diferencial en la región posterior de las células 
tumorales durante ensayos de invasión. 
En este trabajo he participado en la planificación y diseño de los experimentos, 
ayudando en la preparación de muestras, su adquisición, análisis de imagen e 
interpretación y presentación de las mismas, en concreto en los ensayos de 
FRET y los ensayos que requirieron del uso del microscopio confocal en los 
que se observó la interacción con MT1-MMP y la adquisición del sensor de 
procesamiento de CD44. 
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4.4 IMSRC: CONVERTING A STANDARD AUTOMATED MICROSCOPE 
INTO AN INTELLIGENT SCREENING PLATFORM  
Ángel Carro, Manuel Pérez-Martínez, Joaquim Soriano, David G. Pisano y Diego Megías 
 
La necesidad de nuevas herramientas aplicables a la automatización de 
adquisiciones complejas en microscopía ha sido una demanda recurrente de la 
comunidad científica, las pocas plataformas disponibles hasta la fecha tienen el 
gran inconveniente de ser extraordinariamente complejas y normalmente 
requieren de programadores avanzados para su uso e instalación. Con el 
ánimo de solucionar este problema en este trabajo presentamos y proponemos 
el uso de una nueva plataforma de software que permite por primera vez 
realizar abordajes de adquisición automatizada Inteligente de forma fácil y 
completamente compatible con microscopios ópticos  convencionales y 
confocales de alta resolución. 
Esta nueva plataforma denominada iMSRC (Intelligent Matrix Screening 
Remote Control) permite nuevas aplicaciones que no solo son útiles para la 
captura de muestras de FRET, sino también para la detección y cuantificación 
de eventos poco frecuentes y el screening de alta resolución en tejido. Esta 
nueva solución informática permite la adquisición de varios portas en paralelo, 
de placas multipocillo, y ensayos con células vivas. 
Para asegurar la compatibilidad se hace uso de las ventajas de la aplicación de 
captura comercial y se pone en contacto su facilidad de uso con programas de 
análisis de imagen, todo el dentro del entorno del iMSRC que es el encargado 
de gestionar el intercambio entre microscopio y análisis. 
En este trabajo he tenido un papel fundamental, habiendo participado desde la 
misma concepción de la idea así hasta la elaboración de todos los cálculos, el 
diseño, testado, corrección de errores y validación de su funcionamiento, tanto 
en microscopía confocal como de campo ancho. Además he coordinado el 
desarrollo de la aplicación informática que gestiona los cálculos. La relevancia 
en mi papel en este artículo viene avalada por el hecho de firmar como 
corresponding author del mismo. 
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4.5 INTRACELLULAR AUTOFLUORESCENCE: A BIOMARKER FOR 
EPITHELIAL CANCER STEM CELLS. 
Irene Miranda-Lorenzo, Jorge Dorado, Enza Lonardo, Sonia Alcala, Alicia G Serrano, 
Jenifer Clausell-Tormos, Michele Cioffi, Diego Megías, Sladjana Zagorac, Anamaria Balic, 
Manuel Hidalgo, Mert Erkan, Joerg Kleeff , Aldo Scarpa, Bruno Sainz Jr y Christopher 
Heeschen 
Este trabajo representa una primera prueba de concepto de la utilidad de la 
metodología de Screening inteligente (iMSRC) presentada en este proyecto de 
tesis para la detección de eventos raros infrecuentes en microscopía. En este 
trabajo se describe un nuevo biomarcador válido para  la localización de células 
madre cancerígenas epiteliales (CSCs, cancer stem cells) que se consideran 
fundamentales en el crecimiento del tumor y los procesos de metástasis. En 
concreto se encontró una acumulación de auto-fluorescencia subcelular 
característico de este tipo celular. Las células con dicho marcador mostraron 
resistencia a la quimioterapia y expresan genes asociados a la pluripotencia. 
Gracias a la caracterización espectral y a experimentos utilizando microscopía 
avanzada se pudo identificar el marcaje como una acumulación de riboflavina. 
Para ello se sembraron dichas células sobre un chip de 1400 nano-pocillos, y 
gracias a el empleo de la tecnología de Screening inteligente por IMSRC se 
pudieron localizar aquellos pocillos con una sola célula de partida, y 
posteriormente seguirlas in vivo durante 72 horas. Si bien se observó en estos 
ensayos que las células auto-fluorescentes eran capaces de dividirse 
produciendo una población mixta positiva y negativa para el biomarcador, 
ninguna de las células no fluorescentes seguidas generaron dicho marcaje 
auto-fluorescente durante el mismo periodo de tiempo, apuntando a la 
posibilidad de que, las células sin fenotipo de célula pluripotente tumoral son 
incapaces de recuperar dicha capacidad. 
En este trabajo he participado de forma activa en la planificación de los 
experimentos que requerían el uso de microscopio óptico, en concreto los 
ensayos de localización y caracterización espectral de la auto-fluorescencia, 
aportando ideas y diseños experimentales además de colaborar en su 
adquisición, análisis de imagen, cuantificación, interpretación y presentación de 
los datos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. DISCUSIÓN 
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5.1 NUEVOS ABORDAJES PARA LA INVESTIGACIÓN DE 
INTERACCIONES MOLECULARES IN SITU 
Este Proyecto de Tesis está centrado en el desarrollo de nuevas metodologías 
que permitan dotar a la comunidad científica de nuevas herramientas útiles para 
la realización de estudios de interacción entre moléculas así como para la 
automatización de adquisición de imagen compleja en microscopía. 
En principio y con el ánimo de observar las interacciones moleculares por 
métodos directos de microscopía óptica hemos explorado los métodos 
disponibles haciendo hincapié en aquellos que nos permiten ver dichas 
interacciones en tiempo real. 
En esta tesis describimos como los abordajes indirectos e in situ para el estudio 
de las interacciones moleculares pueden ser complementarios y permiten una 
mejor caracterización de dicha interacción. Este concepto queda perfectamente 
ilustrado en el primer artículo aportado en la sección de Resultados, en el que se 
describe como un ensayo in vitro de doble hibrido para localizar una posible 
interacción entre SNX6 y BRMS1 es perfectamente complementado y validado 
por un ensayo de FRET realizado por foto-blanqueado del aceptor. La 
combinación de ambos métodos confiere al estudio una mayor profundidad 
proporcionando indicios de la función de dicha interacción en base a su 
localización subcelular. 
El foto-blanqueado del aceptor de hecho es uno de los métodos más 
comúnmente usados de cuantificación del FRET por imagen. El foto-blanqueado 
del aceptor es un método simple, reproducible e independiente de la 
concentración pero con un gran número de limitaciones, principalmente que es 
destructivo y por lo tanto inadecuado para realizar experimentos in vivo, y porque 
ofrece solamente información sobre el área blanqueada.  
El otro método más comúnmente utilizado, el de la emisión sensibilizada  si que 
posibilita la visualización y medida del FRET en células vivas. Sin embargo, los 
resultados obtenidos con este método en el trabajo en el que describimos el 
FRET (Megias, Marrero et al. 2009) en el cual se comparan ambas 
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aproximaciones fueron inestables y poco reproducibles sobre todo en las 
construcciones reporteras de FRET con eficiencia de transferencia baja (R16) y 
con el control negativo consistente en las proteínas fluorescentes (CFP+YFP) 
expresadas de forma independiente  con estequiometría desconocida. Además 
cuando se realiza empleando microscopía confocal, se incrementa el número de 
factores a tener en cuenta en comparación con la microscopía convencional de 
fluorescencia, tales como el uso de dos detectores independientes y de distintas 
líneas de láser para la excitación. Para la corrección de estos errores se han 
desarrollado algunos métodos (Xia and Liu 2001), (van Rheenen, Langeslag et 
al. 2004), que añaden cierta mejora pero no resuelven el problema. 
El tipo de muestra en que esta medida de emisión sensibilizada resulta más 
fiable es cuando la estequiometria de ambas moléculas es fija. En este caso 
basta el cálculo del ratio entre la emisión sensibilizada del aceptor excitado por 
la longitud de onda del donador, y la emisión de dicho donador con la misma 
longitud de onda, para calcular un índice resultante. Dicho índice está 
directamente relacionado con la eficiencia de la transferencia de energía y se 
puede obtener en tiempo real. Este tipo de análisis está indicado para el análisis 
de biosensores que son construcciones proteicas fluorescentes que engloban al 
aceptor y al donador con una secuencia intermedia que reacciona frente a 
distintos estímulos aumentando o disminuyendo la eficiencia en la transferencia 
(Aoki, Komatsu et al. 2011). 
Como ejemplo de este tipo de ensayos hemos añadido en la sección de 
Apéndice un trabajo centrado en el papel de AMPK y PFKFB3 como enzimas 
implicadas en el aumento de la glucolisis y la supervivencia de células sometidas 
a arresto mitótico (Domenech, Maestre et al. 2015) en el que he colaborado y 
donde se hace uso de este tipo de acercamiento aplicado a la medida de la 
absorción de glucosa. 
Como solución a los problemas encontrados en los ensayos tradicionales de 
FRET, nos propusimos desarrollar un nuevo método de medida en el que, a 
diferencia de los más comúnmente utilizados, se tuviera en cuenta el espectro 
de emisión de las moléculas donadora y aceptora. Así hemos desarrollado un 
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procedimiento  denominado FRET basado en el análisis espectral de las 
muestras, que aprovecha la capacidad única de los espectros de fluorescencia 
para reflejar los complejos cambios asociados al FRET. El método demostró ser 
sensible y no destructivo al detectar las interacciones fisiológicas típicamente 
débiles en estudios de célula viva. 
Tras describir los principios y el desarrollo del análisis de las imágenes asociado 
al uso del FRET hemos comparado este abordaje con los métodos más 
comunes utilizando construcciones estándares de FRET estructuralmente 
caracterizadas con longitudes variables, diseñadas específicamente para este 
propósito. Estos experimentos demostraron el funcionamiento excepcional de 
FRET comparado con otros métodos clásicos establecidos para la medida de 
FRET.  
A diferencia de cualquier otro método previamente descrito de medida de FRET, 
FRET introduce un novedoso procedimiento de corrección basado en el uso de 
las imágenes de la reflexión para normalizar las intensidades de distintas 
longitudes de onda. Además, el método del FRET descompone los espectros 
del FRET en sus componentes puros de donador y de aceptor usando un 
procedimiento de interpolación distinto de la separación lineal. Dicho 
procedimiento de interpolación es más susceptible a la reducción de la anchura 
de la ventana de detección espectral comparado con la separación lineal, pero 
ofrece la ventaja de permitirnos eliminar los píxeles que no se ajusten a los 
espectros de referencia para el cálculo de FRET, lo cual hace que este método 
resulte independiente de la auto-fluorescencia. Además, este procedimiento nos 
permite separar espectros altamente solapantes, como se demuestra en dicho 
trabajo para el par de fluoróforos CFP-GFP. Aunque en este trabajo hemos 
utilizado un alto solapamiento en las ventanas de detección, la exactitud de los 
cálculos de la eficiencia de FRET no sufrió variaciones por la reducción de estos 
canales espectrales.  
El método de FRET no sufre de estos errores típicos en los ensayos de 
emisión sensibilizada puesto que utiliza solamente un detector y el cociente de 
las intensidades de la reflexión, corrigiendo las diferencias de la energía de la 
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luz incidente que viene del uso de diversas líneas de excitación de láser. Por 
otro lado, los sistemas confocales basados en PMTs (fotomultiplicadores) que 
tienen un rango de detección lineal limitado, son más sensibles a 
inconsistencias resultantes de la asunción de una relación lineal de la 
componente de cruce espectral con la intensidad de fluorescencia que es una 
de las fuentes de error del método de emisión sensibilizada. Si bien aún no 
hemos tenido la oportunidad de comprobarlo es muy probable que el uso de 
nuevos detectores híbridos (HyD) mejoren las medidas de intensidad debido a 
su mayor sensibilidad y rango dinámico. Otros autores han desarrollado 
interesantes procedimientos de corrección para evitar estos problemas de 
inestabilidad del método de emisión sensibilizada (van Rheenen, Langeslag et 
al. 2004),  (Xia and Liu 2001). Sin embargo, estos errores en principio no 
afectan al método de FRET, puesto que las correcciones de cruce espectral 
no se basan en intensidades absolutas, o en la determinación de la 
contribución del fluoróforo como en la separación espectral, sino que se basan 
en la interpolación espectral de la curva. Además, FRET intrínsecamente 
considera exclusivamente los valores que vienen del rango lineal de la 
detección del PMT, y por lo tanto evita esta fuente de error. FRET se ha 
demostrado útil para diversas combinaciones de pares donador-aceptor (Alexa 
488-Cy3, CFP-YFP, Cerulean-Venus, CFP-GFP y GFP-mRFP), para analizar el 
FRET intra-molecular en concentraciones estequiometricas de donador-aceptor 
(de 1:1), y para el FRET inter-molecular de estequiometria variable. Tras su 
validación ha sido empleado con éxito al estudio de la interacción entre CD44-y 
moesina (Megias, Marrero et al. 2009) en el de CD44 y MT1MMP (Marrero-
Diaz, Bravo-Cordero et al. 2009) en células fijadas y vivas durante la invasión 
de células tumorales indicando un posible papel de dichas interacciones 
durante la migración celular, y ha permitido demostrar sus excepcionales 
capacidades. 
El método FRET es en cierto modo similar a la emisión sensibilizada puesto 
que ambos analizan la medida de la emisión de la fluorescencia del aceptor 
debido a la transferencia de energía, aunque el FRET tiene un gran número 
de ventajas. 
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(1) Al estar basado en el análisis de las integrales espectrales de la curva y no 
en intensidades absolutas de la fluorescencia, este método resulta ser más 
robusto que el foto-blanqueado en experimentos de célula viva. El  FRET 
también evita la variabilidad resultante de la relación no lineal entre el cruce de 
canal y las intensidades absolutas de la fluorescencia.  
 
(2) El FRET analiza cambios simultáneamente en la fluorescencia del donador 
y del aceptor y es por lo tanto más fiable. Las medidas son en principio menos 
susceptibles a los artefactos causados por agentes reductores de la 
fluorescencia no específicos tales como la fijación por formaldehído, que se ha 
demostrado que disminuye la fluorescencia de las proteínas fluorescentes 
Cerulean y Venus afectando enormemente la relación donador/aceptor (Chen, 
Puhl et al. 2006). 
 
(3) La adquisición de imágenes de las muestras control con solo un marcaje para 
las correcciones espectrales del cruce de canal se pueden realizar una vez para 
cualquier par y microscopio dado y pueden ser usados para las siguientes 
medidas de FRET. Esto evita causas adicionales de variabilidad (que ocurren en 
la emisión sensibilizada) en el cálculo de la eficiencia debido a la baja similitud 
en concentraciones de donador y de aceptor entre el control y la muestra 
doblemente teñida.  
 
(4) Aunque los ajustes del detector foto multiplicador (PMT) (ganancia y Offset)  
deben ser mantenidos constantes, la normalización de la intensidad de luz de la 
excitación inherente al método de FRET permite ajustar libremente la 
intensidad de luz de la excitación, permitiendo obtener una buena relación señal-
ruido evitando también los efectos de la saturación. Además, la normalización 
para la intensidad de luz de la excitación corrige para cualquier variabilidad 
producto de una inestabilidad del láser en estudios de células vivas.  
 
(5) Su capacidad de distinguir señales con un alto solapamiento espectral, según 
lo demostrado por el análisis del tándem de CFP-GFP, permite mayor flexibilidad 
en la elección de las sondas de FRET. Nuestra comparación entre los métodos 
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usando estándares de FRET probó una especificidad, sensibilidad, y estabilidad 
superiores al comparar en paralelo el FRET con el foto-blanqueado del aceptor 
y la emisión sensibilizada.  
 
(6) El FRET se puede utilizar para medir la relación entre donador y aceptor. 
Por otra parte, el FRET demostró ser absolutamente estable frente a diversas 
concentraciones de donador/aceptor e independiente del solapamiento espectral 
y auto fluorescencia.  
 
Previamente ya existían otros acercamientos a la medición de FRET igualmente 
basados en algoritmos de separación espectral (Elangovan, Wallrabe et al. 
2003), (Gu, Di et al. 2004), (Jares-Erijman and Jovin 2006), (Karpova, Baumann 
et al. 2003), (Wallrabe and Periasamy 2005). En estos métodos, para evitar las 
limitaciones derivadas de la separación lineal de espectros, introducen en los 
cálculos de FRET el tiempo de vida media de la fluorescencia (Jares-Erijman and 
Jovin 2006), (Gu, Di et al. 2004) o lo combinan con medidas de foto-blanqueado 
del aceptor (Karpova, Baumann et al. 2003) (Jares-Erijman and Jovin 2006), 
(Gronenborn, Filpula et al. 1991). Entre dichos métodos de medida están el 
sRET (Wallrabe and Periasamy 2005), en el que se aplica una fórmula de 
separación espectral que incorpora la emisión del donador y el aceptor como 
resultado de la excitación directa, así como la emisión del aceptor, producto del 
FRET, que proporciona información sobre las concentraciones de donador y de 
aceptor, así como los valores de la eficiencia de FRET. Según este método, la 
contribución relativa de cada fluorocromo, así como una constante k dependiente 
de la longitud de onda de excitación, se determinan a partir de los datos 
espectrales procedentes de muestras en las que solo está presente el donador o 
el aceptor a las mismas concentraciones, que son excitados a diferentes 
longitudes de onda. Semejante al sRET, otro método espectral de FRET, el lux-
FRET, también se basa en la separación espectral con dos medidas de la 
longitud de onda de excitación (Wlodarczyk, Woehler et al. 2008) y cuatro 
espectros de calibración del donador y de las muestras del aceptor adquiridos 
con dos longitudes de onda de excitación. Curiosamente, los cálculos del lux-
FRET toman en consideración las contribuciones de los fluoróforos no unidos 
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tanto del donador como del aceptor y la influencia del marcaje incompleto de las 
moléculas que interactúan. El método espectral descrito por Chen y 
colaboradores denominado psFRET (Chen, Mauldin et al. 2007), utiliza un 
abordaje basado en la separación espectral para calcular la eficiencia de FRET 
basada en microscopía confocal. El psFRET elimina la excitación cruzada del 
aceptor por la longitud de onda del donador, usando un algoritmo que empareja 
los niveles de intensidad de la fluorescencia obtenidos a partir de las células 
control, que expresan solo el aceptor, con la muestra sujeto de evaluación, que 
expresa los fluorocromos del donador y del aceptor. A diferencia de los métodos 
descritos el de FRET usa exclusivamente los datos provenientes de la 
adquisición espectral adquirida en un microscopio confocal de barrido por láser. 
El último método con el que podemos comparar el FRET es el FLIM, que se 
basa en la medición de la vida media de fluorescencia del fluoróforo donador de 
la pareja de FRET. Este método presenta como principal ventaja el que la vida 
media es absolutamente insensible a las variaciones en la concentración e 
intensidad de la excitación y no requiere ninguna corrección espectral. Sin 
embargo el FLIM presenta la desventaja de requerir un equipo costoso y el 
manejo muy especializado, dada su elevada sensibilidad a los cambios 
ambientales (Wallrabe and Periasamy 2005), En la sección de Apéndice se 
incluye un trabajo en el que se utiliza este método para el análisis de la 
asociación entre podoplanina y CD44 y su implicación en la migración celular, en 
el cual he colaborado (Martin-Villar, Fernandez-Munoz et al. 2010) . 
 
La principal limitación de FRET es que la adquisición de la imagen espectral 
consume más tiempo y por lo tanto no es conveniente para analizar procesos 
muy rápidos en células vivas. Sin embargo, los instrumentos confocales 
espectrales comercialmente disponibles pueden trabajar ya a una velocidad 
extremadamente alta, y las adquisiciones espectrales se pueden realizar 
simultáneamente con una batería de detectores que trabajan en paralelo, así 
que el tiempo no resulta una limitación práctica actualmente.  
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En la sección de apéndice de esta tesis se incluyen varios trabajos en los que he 
participado y donde se pueden apreciar las diferencias y campos de aplicación 
de algunos de los métodos de medida de FRET más frecuentes.  
 
Los últimos avances en el desarrollo de nuevas proteínas y moléculas 
fluorescentes han aumentado la potencial utilidad del FRET, y muy 
probablemente el futuro de esta tecnología esté íntimamente relacionado con el 
desarrollo de nuevos fluoróforos que estén dotados de cada vez mayor foto-
estabilidad, menor tamaño y más variantes en cuanto a sus capacidades de 
absorción y emisión (Selvin 2000), (Grunberg, Burnier et al. 2013). 
 
Es muy probable que parte de la evolución en el estudio de las interacciones 
moleculares pase en el futuro por el uso de técnicas de super-resolución que 
realmente permitan observar de forma directa dichas interacciones. Si bien esta 
nueva forma de hacer microscopía está todavía en plena evolución, ya empiezan 
a aparecer estudios en los que se combinan con los métodos clásicos para 
observar la interacción entre moléculas (Liu, Xing et al. 2014) abriendo un campo 
excitante de posibilidades para el futuro.  
  
5.2 AUTOMATIZACIÓN DE ENSAYOS POR MICROSCOPÍA ÓPTICA 
 
A pesar de todos los avances realizados en el estudio de las interacciones 
moleculares por microscopía, un punto que aún queda por resolver en este tipo 
de capturas es su complejidad, tanto en cuanto a su proceso de adquisición, 
como en la selección de las células apropiadas para realizar los ensayos, lo cual 
hace necesario el uso de herramientas de automatización que aumenten el 
rendimiento y faciliten su adquisición.  
 
Como ya hemos descrito, y como por otro lado es habitual en los estudios de 
biología experimental, es difícil conseguir datos fiables si no se repite la prueba 
en repetidas ocasiones de forma que se pueda cuantificar la reproducibilidad de 
un evento determinado. De esta forma, se hace cada día más necesario el uso 
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de la automatización en la adquisición de imágenes de microscopía. Hasta hace 
bien poco la única forma de realizar dicha automatización era mediante el 
muestreo al azar en distintas coordenadas de una preparación. Sin embargo 
recientemente, nuevos abordajes han permitido añadir un paso de selección 
automatizada de las regiones de interés en dicha muestra (screening 
inteligente).  
 
El mayor problema de los abordajes de adquisición automatizada dirigida por 
análisis de imagen,  si bien permiten ahorrar tiempo y recursos, es que no están 
disponibles en las aplicaciones de captura comerciales, que suelen ser muy 
rígidas en cuanto a su uso. 
 
 Actualmente, solo hay unas pocas herramientas de este tipo desarrolladas por 
laboratorios muy especializados, que normalmente requieren programadores e 
ingenieros capaces de realizar y usar dichas plataformas (Conrad, Wunsche et 
al. 2011),  (de Chaumont, Dallongeville et al. 2012),  (Henriksson, Hench et al. 
2013). Las grandes limitaciones en cuanto a disponibilidad de las mismas ha 
sido la razón que nos animó a desarrollar una nueva plataforma que permitiera 
este tipo de ensayos en microscopios automatizados estándar. Buscando la 
plena compatibilidad con el equipamiento sin importar las características de las 
fuentes de iluminación, cámaras o filtros de fluorescencia con los que estén 
provistos y que además fuera extremadamente fácil tanto en uso como en 
instalación. 
 
Dentro de este proyecto de tesis hemos desarrollado una nueva plataforma de 
Screening inteligente denominada iMSRC que reúne estos requisitos, y que 
además es compatible con plataformas de análisis de imagen de libre  
disposición, y que permite aplicaciones de localización de eventos raros. En el 
artículo en el que describimos este abordaje (Carro, Perez-Martinez et al. 2015) 
se utiliza como herramienta para la búsqueda de células tumorales circulantes. 
En este caso sobre una muestra de sangre de pacientes con cáncer se hace una 
primera adquisición rápida con baja resolución que se analiza para revelar 
cualquier objeto candidato a ser una célula tumoral para después ser validado 
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con una adquisición automática a alta resolución. De esta forma se pretende 
cuantificar la cantidad de este tipo de células como indicativo pronóstico del 
tratamiento al que se somete a dichos pacientes. 
 
En este desarrollo tecnológico se ha primado la usabilidad de la plataforma 
permitiendo su uso con un navegador web estándar y haciendo una interfaz 
gráfica muy intuitiva que solo requiere del operador el conocimiento previo 
necesario para el uso convencional del microscopio. 
Mediante su uso conseguimos la adquisición inteligente en todo tipo de 
muestras ya sea en células fijadas o vivas o en tejido e independientemente de 
su soporte dado que admite la adquisición de varios porta-objetos (hasta 5 en 
paralelo) o placas multipocillo, con plena compatibilidad con equipamiento del 
sistema y permitiendo el uso de rutinas de análisis de imagen de aplicaciones 
gratuitas tales como el “image J”. 
Así se consigue combinar la potencia de captura de un equipo de microscopía 
de altas prestaciones con la identificación de objetos por análisis de imagen.  
Una sola instalación de iMSRC es capaz de manejar por red varios 
microscopios a la vez, manteniendo una uniformidad en la estructura y además 
su gestión centralizada evita los problemas derivados de las posibles 
inconsistencias en las actualizaciones de los programas de análisis de imagen 
que controla. 
Esta herramienta permite de forma accesible para los científicos con 
conocimientos básicos de microscopía realizar protocolos de adquisición 
complejos que no son posibles desde las aplicaciones informáticas comerciales 
disponibles y que aprovecha la simpleza de la navegación por web para su uso. 
Ya existen diversos ejemplos del uso de esta solución informática. Uno de ellos 
en concreto es en la adquisición células madres tumorales  vivas dispuestas 
sobre chips con más de 1400 nano-pocillos en los que el uso de iMSRC permitió 
localizar los nano-pocillos que contenían una sola célula de partida haciendo 
posible su seguimiento in vivo y la caracterización del tipo de división de dichas 
células. En dicho trabajo se realizó un gran esfuerzo en la caracterización de un 
121 
 
novedoso bio marcador de células madre tumorales con una gran parte basada 
en microscopía óptica en la que participé de forma muy activa. (Miranda-
Lorenzo, Dorado et al. 2014). Otro area de aplicación del iMSRC es el de 
posibilitar el screening sobre muestras de tejido. En estas preparaciones la 
disposición de las muestras se realiza normalmente de forma manual y suelen 
tener formas y composición muy heterogénea lo cual empeora el rendimiento de 
un abordaje de screening convencional. Hemos demostrado la aplicabilidad del 
iMSRC en este tipo de muestras por ejemplo en la captura por confocal en alta 
resolución de muestras con TMAs (Tissue Micro Arrays) en los que se disponen 
cientos de muestras de secciones de tejidos, la gran calidad de la imagen y el 
ahorro en tiempo proporcionado por nuestra plataforma posibilita la 
cuantificación de los distintos marcadores a nivel sub-celular (Alonso-Curbelo, 
Riveiro-Falkenbach et al. 2014), en este trabajo además he aportado mis 
conocimientos tanto en el planteamiento como en la adquisición y análisis de los 
experimentos relacionados con microscopía. También hemos empleado el 
iMSRC en la cuantificación de neuronas en el giro dentado de cerebro (figura 
suplementaria en (Carro, Perez-Martinez et al. 2015). 
Este novedoso abordaje viene a resolver una gran demanda de usabilidad en 
este tipo de tecnologías (Carpenter, Kamentsky et al. 2012) y tenemos como 
objetivo su difusión a otros laboratorios por lo que se ha realizado en código 
abierto y como muestra se ha lanzado en paralelo la web 
http://imsrc.bioinfo.cnio.es/. En la actualidad esta plataforma se ha distribuido ya 
a varios laboratorios de España y Europa. 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. CONCLUSIONES 
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1. Se ha desarrollado un nuevo método de análisis de FRET (FRET) para el 
análisis de interacciones moleculares que ofrece numerosas  ventajas con 
respecto a los métodos convencionales. 
 
 
2. Se han desarrollado construcciones genéticas caracterizadas con distintas 
eficiencias de FRET que han permitido la comparación entre métodos de 
forma cuantitativa. 
 
 
3. El uso de dicho método a permitido demostrar la interacción entre CD44 y 
MT1-MMP, aportando indicios sobre su papel en la migración celular. 
 
 
4. Se ha desarrollado una novedosa aproximación en la captura 
automatizada dirigida por análisis de imagen (iMSRC), y que proporciona  
con menos requerimientos y menor tiempo de captura información 
estadística fiable en muestras heterogéneas o eventos raros.  
 
 
5. El uso de iMSRC ha permitido entre otras aplicaciones localizar en un 
array de nano-pocillos, aquellos en los que se disponía una única célula 
de partida con expresión de un biomarcador autofluorescente de células 
madre tumorales, a fin de seguirlas in vivo a lo largo del ciclo celular y 
observar su comportamiento. 
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